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1.Tytul zadania

Poszukiwanie zrodet odpornosci owsa (Avena sativa L.) na nowy patogeniczny
I mykotoksynotworczy gatunek — Fusarium langsethiae

2. Cele zadania

Celem zadania jest uzyskanie informacji o wrazliwosci linii hodowlanych i genotypoéw owsa
na izolaty Fusarium langsethiae o zrdéznicowanej wirulencji oraz monitoring polegajacy na
molekularnej analizie ilo§ciowej zanieczyszczania prob ziarna owsa, pochodzacy z pdl
produkcyjnych, przez F. langsethiae i okresleniu poziomu skazenia tego ziarna wybranymi
mykotoksynami, wytworzonymi w ziarnie w nastgpstwie porazenia tym gatunkiem
w warunkach produkcyjnych

3. Opis tematéw badawczych

3. 1. Temat badawczy 1

Okreslenie znaczenia Fusarium langsethiae w Polsce na podstawie przeprowadzonego
monitoringu zasiedlenia zebranego ziarna owsa, przy zastosowaniu techniki Real-Time PCR
oraz zanieczyszczenia ziarna mykotoksynami.

Cel tematu badawczego 1

Celem realizowanego tematu badawczego jest uzyskanie informacji dotyczacych
znaczenia grzyba Fusarium langsethiae dla owsa uprawianego w Polsce, okreslonemu na
podstawie zanieczyszczania prob ziarna pochodzacych zpdl produkcyjnych badanym
grzybem oraz na podstawie poziomu skazenia tego ziarna toksynami T-2 i HT-2,
wytworzonymi w ziarnie w nastgpstwie porazenia tym gatunkiem w warunkach naturalnych.

Cel zatozony na rok 2016 zostat osiggniety. Przy zastosowaniu techniki Real-Time
PCR okreslono znaczenie F. langsethiae dla owsa uprawianego w Polsce w 2016 r., ponadto
okreslono zanieczyszczanie toksynami T-2 i HT-2 prob ziarna pochodzacych z pél
produkcyjnych.

Materialy i metody

Przeprowadzono monitoring dotyczacy zasiedlenia zebranego ziarna owsa przez
F. langsethiae. Badania te wykonano wykorzystujac technike Real-Time PCR, ktoéra
umozliwia okreslenie ilosci materiatu genetycznego badanego grzyba w ziarnie nawet przy
bardzo matych jego ilosciach, co ma szczegdlne znaczenie w przypadku bezobjawowego
rozwoju patogena. Monitoring zasiedlenia ziarna owsa przez F. langsethiae przeprowadzono
dla 40 préb owsa zebranych w 2016 roku, pochodzacych z 40 p6l produkcyjnych, potozonych
w czternastu wojewodztwach (oprocz wojewddztwa opolskiego). Najwigcej prob (11 prob)
pochodzito z wojewodztwa kujawsko pomorskiego, a w przypadku pozostalych
13 wojewddztw byto to od 1 do 4 prob (rys. 1).

Przed przystapieniem do analizy ilo$ciowej badanych prob konieczne byto
przygotowanie krzywej standardowej dla F. langsethiae. Wykonano ja wykorzystujac czysta
kulture izolatu FL 0809. Izolacjc DNA tego grzyba przeprowadzono wedlug
zmodyfikowanego protokotu zaproponowanego przez Doyle i Doyle (1990). Krzywa
standardowa wykonano z wykorzystaniem serii dziesigciokrotnych rozcienczen DNA
F. langsethiae. Do jej wyznaczenia zastosowano specyficzne gatunkowo startery typu SCAR
(Sequence Characterized Amplified Region) dajace produkt o wielkosci 310 par zasad
(Wilson i in. 2004). Reakcj¢ przeprowadzono w LightCycler 48011 (Roche, Szwajcaria)
z uzyciem barwnika LightCycler 480 SYBR Green | Master (Roche) zawierajacym
polimeraze Tagq, nukleotydy, bufor i jony Mg?*. Dodatkowo do wszystkich analizowanych
probek zostata dodana woda w iloéci 1,8 pl oraz po 0,6 ul starteréw o stezeniu 10 pM-ul™.
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Rys. 1. Potozenie pol produkcyjnych owsa objetych monitoringiem zasiedlenia zebranego
ziarna przez Fusarium langsethiae przy zastosowaniu techniki Real-Time PCR

Izolacj¢ catkowitego DNA z ziarniakdbw owsa przeprowadzono zgodnie ze
zmodyfikowanym protokotem wg Doyle i Doyle (1990). Jedng probe stanowito 20 g losowo
pobranego ziarna owsa, osuszonego w liofilizatorze (Scanvac, CoolSafe) przez 24 godziny.
Nastgpnie proby homogenizowano przez 3 minuty w homogenizatorze Retsch MM 400
(30 drgan/sekunde) w cylindrach stalowych o pojemnos$ci 25 ml uzywajac do tego celu dwoch
kulek stalowych o $rednicy 12 mm. Po rozdrobnieniu ziarniakow owsa do probowki typu
Eppendorf o pojemnosci 2,0 ml pobrano 100 mg i zalano 600 ul buforu ekstrakcyjnego.
Kolejne etapy izolacji byly zgodne z wyzej wymienionym protokotem izolacji DNA
z wykorzystaniem CTAB, fenolu, chloroformu i alkoholu etylowego. Uzyskane DNA po
izolacji doczyszczano przy uzyciu zestawu Anty-linhibitor Kit (A&A Biotechnology).
Zawarto$¢ catkowitego DNA uzyskanego z ziarna owsa zmierzono wykorzystujac fluorometr
Quantus (Promega), a do dalszych analiz Real-Time PCR wszystkie probki rozcienczono
w dejonizowanej wodzie sterylnej do stezenia 100 ng-pl?. Reakcje przeprowadzono
w LightCycler 48011 z uzyciem LightCycler 480 SYBR Green | Master. Objetos¢ pojedynczej
reakcji wynosita 20 ul (13 pul mastermiksu + 7 pl badanej probki DNA). Wszystkie proby
wykonywano w trzech powtdrzeniach, a wynik koncowy jest srednig z tych replikacji.
W reakcji zastosowano startery SCAR, uzyte wcze$niej do przygotowania Kkrzywej
standardowej, generujace amplikon o dtugosci 310 pz. Kontrola negatywna sktadata si¢ ze
studzienek, w ktorych DNA zostalo zastgpione sterylng wodg dejonizowang. Reakcja
amplifikacji byta poprzedzona preinkubacja probek w czasie 10 minut w temperaturze 95°C,
natomiast wlasciwa amplifikacja sktadata si¢ z 55 cykli. Ostatnim etapem reakcji byta analiza
krzywej topnienia w zakresie temperatur 65-95°C (rys. 2). Otrzymane wyniki przemnozono
przez miano rozcienczenia danej proby, aby uzyska¢ informacje o rzeczywistej ilosci DNA
grzyba w ziarnie owsa. Badania te przeprowadzono w Zakladzie Fitopatologii Molekularnej
Katedry Entomologii i Fitopatologii Molekularnej UTP w Bydgoszczy.

Monitoring technikg Real-Time PCR uzupelniono stosujagc tradycyjng metode
badawcza polegajaca na izolacji grzybéw na sztucznej pozywce mikrobiologicznej. Te
technike zastosowano rowniez w celu pozyskania izolatow F. langsethiae do dalszych badan
zwigzanych z testowaniem wrazliwo$ci genotypow owsa. [zolacja grzybow na pozywce PDA
przeprowadzona zostata z 40 prob ziarna owsa pochodzacych z po6l produkcyjnych. Ziarno
odkazano przez 3 minuty w 1% NaOCI, trzykrotnie ptukano w sterylnej wodzie destylowanej
1 wyktadano po 6 sztuk na szalki Petriego z zestalong pozywka PDA (pH 5,5), a nastgpnie
umieszczano w termostacie w temperaturze 22°C. Na jedna probe sktadato sie 100 ziarniakow
owsa. Po 7-10 dniach inkubacji wyrastajace kolonie przeszczepiano na skosy agarowe
1 przeznaczono do dalszego oznaczania. Szczegdlng uwage zwrocono na izolaty cechujace si¢
,,proszysta” grzybnig powietrzng. Na podstawie literatury (Schmidt i in. 2004; Torp
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i Nirenberg 2004) wstepnie zakwalifikowano je jako F. langsethiae. Nast¢pnie potwierdzano
ich przynalezno$¢ gatunkowa metoda molekularng, przy uzyciu techniki PCR (Wilson i in.
2004).

Ponadto dla wybranych 11 préb ziarna owsa, pochodzacych z pdl produkcyjnych,
wykonano analize dotyczacg zanieczyszczenia ziarna toksyna T-2 i toksyng HT-2. Ze
wzgledu na duze koszty takich analiz wybrano tylko 11 prob, reprezentujace rézne rejony
Polski. Ze wzgledu na brak w Zaktadzie Fitopatologii Molekularnej specjalistycznego
wyposazenia niezb¢gdnego do  przeprowadzenia analiz  ilo§ciowego  0znhaczania
zanieczyszczenia ziarna mykotoksynami, ich wykonanie zlecono Katedrze Fizjologii
i Toksykologii Uniwersytetu Kazimierza Wielkiego w Bydgoszczy. Analiz¢ ilo$ciowa
zawartosci toksyny T-2 i HT-2 wykonano metoda HPLC-MS/MS. Proby oczyszczano na
kolumienkach Bond Elut® Mycotoxin firmy Agilent.

Wyniki

Reakcja Real-Time PCR zostala przeprowadzona z uzyciem niespecyficznego
barwnika SYBR Green I, ktory wigze wszystkie dwuniciowe fragmenty DNA znajdujace si¢
w badanej probce, przez co moze wykrywaé takze niespecyficzne produkty reakcji. W celu
potwierdzenia uzyskania produktu docelowego zostala przeprowadzona analiza krzywe;j
topnienia (rys. 2), ktora jednoznacznie wykazuje, ze powstaje oczekiwany produkt reakcji.
Uzyskanie w reakcji Real-Time PCR jednego produktu o temperaturze topnienia ok. 84°C
swiadczylo o obecnosci F.langsethiae w probie ziarna. W czes$ci prob powstawat tylko
produkt niespecyficzny, czyli nie stwierdzono obecno$ci DNA F. langsethiae.
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Rys. 2. Analiza krzywej topnienia - jeden produkt o temperaturze topnienia okoto
84°C swiadczacy o obecnosci F. langsethiae w wybranej probie

Na podstawie dotychczasowych przeprowadzonych analiz Real-Time PCR (rys. 3)
stwierdzono niezbyt duze zasiedlenie przez F.langsethiae ziarna owsa zebranego
z pol produkcyjnych w 2016 r. Srednio stezenie DNA grzyba W ziarnie owsa wynosito
6,341 pg DNA F. langsethiae na 100 ng DNA ziarna owsa. Jednak nie we wszystkich
probach wykryto F.langsethiae. Sposrod 40 przeanalizowanych prob obecnosé
F. langsethiae stwierdzono w 26 probach (rys.4). Najwiecej DNA F. langsethiae
odnotowano w probach ziarna owsa pochodzacego z miejscowosci Legie¢, a nastepnie
Strzelec, Biatogardu i Dukli (rys.5). Rozpatrujac wystepowanie grzyba w zaleznosci od
wojewodztwa mozna zauwazyC, iz najwiecej DNA F. langsethiae stwierdzono w probach
ziarna owsa pochodzacego z wojewodztwa warminsko-mazurskiego. DNA F. langsethiae nie
stwierdzono w probach pochodzacych z wojewddztwa lubuskiego, matopolskiego 1 §laskiego

(rys. 6).



Rys. 3. Przebieg reakcji Real-Time PCR dla prob =ziarna owsa pochodzacych
z r6znych rejondéw Polski na obecno$é F. langsethiae

* - faczna liczba analizowanych prob
** - liczba prob w ktorych stwierdzono DNA F. langsethiae

Rys. 4. Liczba prob owsa pochodzacych z pol produkeyjnych potozonych w réznych rejonach
Polski, w ktorych stwierdzono DNA F. langsethiae (w zaleznosci od wojewodztwa)
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Rys. 5. Stezenie DNA F. langsethiae w ziarnie owsa pochodzacego z pol
produkcyjnych w ktorych stwierdzono obecno$¢ grzyba
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Rys. 6. Stezenie DNA F. langsethiae w zebranym ziarnie owsa w zalezno$ci od wojewodztwa

Fot. 1. Kolonie grzybéw wyrastajace z ziarniakOw owsa
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Rys. 7. Dominujace grzyby izolowane z ziarna owsa pochodzacego z pél produkcyjnych

W  wyniku przeprowadzonej izolacji grzybow na sztucznej] pozywce
mikrobiologicznej PDA, z ziarna owsa pochodzacego z pdl produkcyjnych owsa, sposrod 40
prob ziarna uzyskano tylko 1 izolat F. langsethiae. Inne gatunki grzybow nie byly glownym
przedmiotem badan, jednak ich wystgpowanie moglo znaczaco wptywaé na liczbe
uzyskanych izolatoéw F. langsethiae. Z tego wzgledu zostaly one rowniez uwzglgdnione w
analizie. Ziarno owsa najczesciej byto zasiedlone przez grzyby saprotroficzne, zwlaszcza
Alternaria alternata, rzadziej Epicoccum nigrum i Gonatobotrys simplex (rys7, fot. 1).
Sposrod  grzybéw rodzaju Fusarium dominowaly Fusarium poae, a znacznie rzadziej
izolowano F. tricinctum, F.avenaceum, F.culmorum, F.equiseti, F.graminearum,
F. sporotrichoides i F. langsethiae (rys 8).
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Rys. 8. Gatunki Fusarium izolowane z ziarna owsa pochodzacego z p6l produkcyjnych
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Rys. 9. Zanieczyszczenia wybranych prob ziarna owsa toksyng T-2 i toksyng HT-2

Owies

nieoplewiony

Owies
oplewiony

(] 10 20 30 40 50 60
ppb

Rys. 10. Poréwnanie zanieczyszczenia toksynami T-2 i HT-2 owsa
0 ziarnie oplewionym z owsem o ziarnie nieoplewionym

We wszystkich 11 przebadanych probach ziarna owsa pochodzacych z pol
produkcyjnych stwierdzono obecnos¢ toksyny T-2 i toksyny HT-2 (rys. 9). W wiekszym
stopniu ziarno zanieczyszczone bylo przez toksyng HT-2 niz toksyne T-2. Najbardziej
zanieczyszczone toksyng T-2 i HT-2 ziarno owsa pochodzito z miejscowosci. Przez oba
badane toksyny silniej zanieczyszczone bylo ziarno owsa oplewionego niz ziarnO Owsa
nieoplewionego (rys. 10).

Stwierdzono zalezno$§¢ pomigdzy zawarto§cia w ziarnie owsa DNA grzyba
F. langsethiae a zanieczyszczeniem go toksyng T-2. Proby ziarna owsa zawierajgce wigcej
DNA F. langsethiae byly rowniez silniej zanieczyszczone toksyna T-2 (r=0,532).
Stwierdzono réwniez Korelacje pomigdzy zawartoscia w ziarnie DNA F. langsethiae a
zanieczyszczeniem go przez toksyne HT-2 (r=0,574).



Whioski

A. W ziarnie owsa pochodzacego z wigkszosci po6l produkcyjnych stwierdzono
obecno$¢ DNA F. langsethiae,

B. Przeprowadzone badania wskazuja, iz czulo$¢ analizy Real-Time PCR na obecno$¢
F. langsethiae w ziarnie owsa okazala si¢ wystarczajgca rowniez w probach
z bardzo niskim zasiedleniem =ziarniakéw, podczas gdy standardowa analiza
mykologiczna wykazata sporadyczng obecnos¢ tego grzyba,

C. We wszystkich 11 przebadanych probach ziarna owsa odnotowano obecno$¢
toksyny T-2 i toksyny HT-2.

3.2 Temat badawczy 2
Analiza odpornosci owsa na porazenie przez F.langsethiae prowadzona w formie
testu liSciowego

Cel tematu badawczego 2

Celem tematu jest poszukiwanie genotypow owsa odpornych lub wykazujacych cechy
zmniejszonej podatnosci na porazenie przez izolaty Fusarium langsethiae o zréznicowanej
wirulencji. Cel ten zostal osiagniety czgsciowo, gdyz nie udato si¢ wyodrebnié¢ genotypow
odpornych. Wyré6zniono jednakze genotypy mniej wrazliwe na porazenie. Do przetestowania
pozostalo jeszcze wiecej genotypéw owsa i byé moze wsrdd nich znalezione zostang

genotypy odporne.

Materiaty i metody

Ocena wrazliwosci genotypdw owsa na porazenie przez F. langsethiae
przeprowadzona zostala w formie testu liSciowego w laboratorium Zakladu Fitopatologii
Molekularnej Katedry Entomologii i Fitopatologii Molekularnej UTP w Bydgoszczy. Badania
te obejmowaty 40 genotypéw owsa, W tym 3 gatunki: owies zwyczajny (Avena sativa) —
zarOwno genotypy owsa o ziarnie oplewionym jak i ziarnie nicoplewionym, owies szorstKi
(Avena strigosa) i owies gluchy (Avena fatua). Na przebadane genotypy owsa sktadato si¢
6 zarejestrowanych odmian uprawnych owsa, 1 proba owsa szorstkiego, 1 proba owsa
ghuchego oraz 32 rodow hodowlanych. Material badawczy pozyskano od firm zajmujacych
si¢ hodowlg materiatu siewnego owsa, tj. DANKO Hodowla Ros$lin Sp. z 0.0., Matopolska
Hodowla Roslin Spotka z o.0., Hodowla Ros$lin Strzelce Sp. z 0.0., oraz Porejestrowego
Doswiadczalnictwa Odmianowego COBORU. Do sztucznej inokulacji liSci owsa
wykorzystane zostaly 3 izolaty F. langsethiae pozyskane z ziarna owsa w latach 2014 (FL
11H4) i 2015 (FL 292P5, FL 303P5). W sumie przetestowano 120 prob.

W celu pozyskania izolatow F. langsethiae przeprowadzona zostata izolacja grzybow
na pozywce PDA z 40 préb ziarna owsa pochodzacego z p6l produkcyjnych oraz 40 prob, na
ktore sktadaty si¢ badane na wrazliwos$¢ genotypy owsa.

Ocena wrazliwosci genotypow owsa wykonana zostata zgodnie z metodyka opisang
przez Imathiu i in. (2009). Kultury jednozarodnikowe wybranych izolatow F. langsethiae
hodowane byly na pozywce PDA. Zawiesing zarodnikow uzyskano poprzez splukiwanie
sterylng woda powierzchni kultury a zawiesine zbierano za pomocg pipety automatycznej. Do
okreslenia koncentracji zarodnikow wykorzystano komor¢ Thoma, za pomocg ktorej
przygotowano zawiesing o stezeniu 5 x 10° zarodnikow-ml=3,

Liscie roéznych genotypow owsa wykorzystane w doswiadczeniu pochodzity
z dwutygodniowych rosélin. Fragmenty dtugos$ci ok. 4 cm pobierano ze szczytowej czeSci
pierwszego liscia. Nastepnie fragmenty lisci uszkadzano mechanicznie w $rodkowej ich
cze$ci po stronie doosiowej przy pomocy sterylnych 10 ul koncéwek mikropipety.
Eksplantaty wytozono na ptytkach Petriego na 0,5% agarze z woda z dodatkiem kinetyny
(10 mg-L?) strona odosiowa do poditoza przyklejajac je delikatnie, aby cala powierzchnia
eksplantatu stykata si¢ z podlozem. Na kazdej ptytce umieszczone po 4 uszkodzone
fragmenty lisci i na kazdy z nich w miejscu uszkodzenia natozono 5 ul zawiesiny zarodnikéw
z dodatkiem TritonuX. Ptytki inkubowano w temp. 20°C przez 6 dni. Wrazliwos$¢ genotypow

okreslano poprzez mierzenie dhugosci strefy nekrozy tkanki lisci (fot. 2, 3).
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Fot. 3. Porazenie dwoch genotypow owsa przez F. langsethiae

Wyniki

W przeprowadzonym tescie lisciowym wykazano zréznicowang wirulencje izolatow
F. langsethiae. Silniejszg wirulencja odznaczaty si¢ izolaty FL 11H4 i FL 303P5
w poréwnaniu z FL 292P5. Srednio dhugo$é strefy z wyraznymi zmianami chorobowymi na
liSciach owsa powodowanymi przez izolat FL 11H4 wynosita 9,5 mm, dla izolatu FL 303P5 —
9,2 mm, a izolatu FL 292P5 — 4,3 mm (rys. 11).

Porazeniu przez F.langsethiae ulegly genotypy owsa zwyczajnego jak i owsa
szorstkiego oraz owsa ghuchego. Srednia dtugoéé strefy z nekroza na badanych lisciach dla
genotypOw owsa Zwyczajnego wynosita 7,72 mm, owsa szorstkiego — 4,24 mm a owsa
ghuchego — 6,64 mm (rys. 12).
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FL11H4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
mm

Rys. 11. Zjadliwos$¢ izolatow F. langsethiae wykorzystanych w badaniach wrazliwosci genotypow
owsa w zaleznoéci od pochodzenia — dtugos¢ spowodowanej nekrozy na li§ciu
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Owies zwyczajny
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Rys. 12. Wrazliwo$¢ gatunkOw owsa na porazenie przez F. langsethiae badana
w formie testu lisSciowego — dugos¢ spowodowanej nekrozy na lisciu
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Rys. 13. Wrazliwo$¢ rodéw hodowlanych owsa na porazenie przez F. langsethiae badana
w formie testu liSciowego — srednia dtugos$¢ nekrozy dla trzech izolatow patogena
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16
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Rys. 14. Wrazliwos$¢ rodow hodowlanych owsa, badana w formie testu liSciowego, na porazenie przez
trzy izolaty F. langsethiae uzyskane z pszenicy — dtugo$¢ spowodowanej nekrozy na lisciu

Wszystkie przebadane genotypy owsa byly porazane przez F.langsethiae.
Stwierdzono jednak wyrazne zréznicowanie w ich podatno$ci (rys. 13). Wsrod 32
przebadanych rodéw hodowlanych odnotowano istotne réznice w ich podatnosci na
F. langsethiae, co zaobserwowano zaréwno dla wartosci srednich, jak rowniez dla wszystkich
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trzech izolatow F. langsethiae. Srednio dla trzech izolatow F. langsethiae najmniej
wrazliwym byt r6d POB 6438/16, a najbardziej wrazliwym rod DC 16-8 (rys. 13). Ogoélnie
zaobserwowano jednak odmienng wrazliwo$¢ rodow na poszczegolne izolaty F. langsethiae.
W przypadku izolatu FL 11H4 istnialty podobne tendencje jak dla S$redniej. Najmniej
wrazliwym rodem owsa na porazenie przez izolat FL 292P5 byly rod DC 16-14, a najbardziej
wrazliwym rod POB 7042/16 (rys. 14). Najmniej wrazliwym rodem hodowlanym owsa na
porazenie przez izolat FL 303P5 byly DC 16-4, a najbardziej wrazliwym DC 16-8 (rys. 14).

Bingo

Haker

Nawigator

mm

Rys. 15. Wrazliwo$¢ odmian owsa na porazenie przez F. langsethiae badana w formie
testu lisciowego — $rednia dlugo$¢ nekrozy dla trzech izolatow patogena

Romulus Romulus [ Romulus
Nawigator 1 Nawigator -:| Nawigator 1
Krezus 1 | Krezus -:| Krezus 1
Haker ::j Haker -:| Haker 1
Elegant 1 Elegant -:| Elegant 1
Bingo -E Bingo -‘IJ Bingo -;Er
0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15
mm mm mm
FL 11H4 FL 292P5 FL 303P5

Rys. 16. Wrazliwos¢ odmian owsa badana w formie testu liSciowego na porazenie przez
trzy izolaty F. langsethiae — dtugo$¢ spowodowanej nekrozy na liSciu

Srednio dla trzech badanych izolatow F. langsethiae stwierdzono wyrazne
zroznicowanie pomigdzy wrazliwosciag 6 przebadanych odmian owsa. Najmniej wrazliwa
odmiang na porazenie byla odmiana Nawigator, a najbardziej wrazliwymi byly odmiany
Elegant i Bingo (rys. 15). Badane odmiany cechowaly si¢ odmienng wrazliwos$cig na
poszczegolne izolaty F. langsethiae zastosowane do inokulacji (rys. 16).

Whioski

A. lzolaty F.langsethiae uzyskane z owsa cechowaly si¢ zréznicowang wirulencja
wobec badanych lisci owsa.

B. Stwierdzono istotne zrdéznicowanie w podatnosci analizowanych rodow
hodowlanych owsa na porazenie przez F. langsethiae. Najmniej wrazliwym byt rod
POB 6438/16, a najbardziej wrazliwym DC 16-8.

C. Sposrod przebadanych odmian owsa najmniej wrazliwg na F. langsethiae okazata
si¢ odmiana Nawigator,

D. Do tej pory nie stwierdzono istnienia genotypow owsa odpornych na porazenie
przez F. langsethiae,

E. Wszystkie trzy przebadane gatunki owsa byly porazane przez F.langsethiae.
Znacznie wigksze stgzenie DNA F. langsethiae stwierdzono w ziarnie owsa
zwyczajnego o ziarnie oplewionym
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3. 3. Temat badawczy 3

Analiza odporno$ci owsa na F.langsethiae na podstawie jego analizy ilosciowej
W ziarnie technikg Real-Time PCR.

Cel tematu badawczego 3

Celem tematu jest poszukiwanie genotypow owsa odpornych lub wykazujacych cechy
zmniejszonej podatnosci na porazenie przez F.langsethiae na podstawie jego analizy
ilosciowej w ziarnie technikg Real-Time PCR. Cel ten zostal osiggniety, jednak badania
wymagaja kontynuacji gdyz do przetestowania pozostato wigcej genotypow owsa.

Materiaty i metody

W ramach poszukiwania zroédet odpornosci przeprowadzono rowniez analizg
ilosciowa 1 jakosciowa zasiedlenia ziarna rodéw hodowlanych, odmian uprawnych owsa,
réznych gatunkow owsa przez F.langsethiae. Material badawczy pozyskano od firm
zajmujacych si¢ hodowla odmian, tj. DANKO Hodowla Roslin Sp. z 0.0., Matopolska
Hodowla Roslin Spotka z o.0., Hodowla Roslin Strzelce Sp. z o0.0. Grupa IHAR oraz
z doswiadczen prowadzonych przez COBORU w ramach Porejestrowego Doswiadczalnictwa
Odmianowego z trzech Zaktadow Doswiadczalnych, tj. ZDOO Jelenia Gora, ZDOO Rychliki,
ZDOO Zabnica. Badania przeprowadzono przy uzyciu techniki Real-Time PCR,
umozliwiajacej okreslenie ilo§ci materialu genetycznego grzyba w ziarnie. Okre$lanie ilosci
DNA F. langsethiae w ziarnie 40 prob w 3 powtorzeniach (24 rodéw hodowlanych,
15 odmian uprawnych owsa zwyczajnego, 1 proba owsa ghuchego) wykonano podobnie jak
w temacie badawczym nr 1. Badania te przeprowadzono w Zaktadzie Fitopatologii
Molekularnej UTP w Bydgoszczy.

W celu pozyskania izolatow F.langsethiae do dalszych badan, zwigzanych
z testowaniem wrazliwosci genotypow owsa, przeprowadzono izolacje grzybow na pozywce
mikrobiologicznej. Izolacja grzybow na pozywce PDA przeprowadzona zostata
z 40 préb ziarna wykorzystywanych do testowania wrazliwosci genotypodw owsa. Izolacje
wykonano w taki sam sposob jak w przypadku pierwszego tematu badawczego dotyczacego
monitoringu wystgpowania F. langsethiae w Polsce.

Wyniki

Na podstawie przeprowadzonej analizy ilosciowej F.langsethiae w ziarnie owsa
technikg Real-Time PCR (rys. 17) stwierdzono istotne zrdéznicowanie dotyczace wrazliwos$ci
pomiedzy przebadanymi gatunkami owsa. Sposrdéd wszystkich przebadanych genotypow
owsa najwieksze stezenie DNA F. langsethiae stwierdzono tylko w ziarnie owsa zwyczajnego
o ziarnie oplewionym. Obecnosci DNA F. langsethiae nie stwierdzono w ziarnie owsa
zwyczajnego o ziarnie nieoplewionym i ziarnie owsa ghuchego (rys. 18).

iaeifig
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Rys. 17. Przebieg reakcji Real-Time PCR dla préb ziarna réznych rodéw hodowlanych i
odmian uprawnych owsa na obecno$¢ F. langsethiae

12



Owies zwyczajny o ziarnie
nieoplewionym

DR |
oplewionym

Owies gtuchy

0 o1 02 03 04 05 06 07 08 09 1
pg DNA F.L. / 100 ng DNA owsa

Rys. 18. Stezenie DNA F. langsethiae w ziarnie r6znych gatunkow owsa

Na podstawie analizy ilosciowej F.langsethiae stwierdzono istotne zréznicowanie
dotyczace wrazliwosci pomiedzy przebadanymi 24 rodami hodowlanymi (rys. 19). Obecno$¢
tego patogena stwierdzono w ziarnie 16 rodow hodowlanych owsa. Najwigcej DNA
F. langsethiae odnotowano w ziarnie rodu hodowlanego owsa POB 5716/16 i STH 10413,
znacznie mniej w ziarnie pozostatych rodow. DNA F. langsethiae nie stwierdzono w ziarnie
nastepujacych rodow hodowlanych owsa: DC 16-1, DC 16-4, DC 16-7, DC 16-11, DC 16-16,
POB 5378/16, POB 5502/16, POB 6438/16 (rys. 19).
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Rys. 19. Analiza odpornosci rodow owsa - stezenie DNA F. langsethiae w zebranym ziarnie

Badajac wystepowanie F.langsethiae w ziarnie odmian uprawnych proby owsa
pobierano z ZDOO Jelenia Géra, ZDOO Rychliki i ZDOO Zabnica. Obecnoéé grzyba
stwierdzono we wszystkich lokalizacjach. Srednio najwigcej bylo go w ziarnie z ZDOO
Rychliki, jednak stwierdzono go tylko w ziarnie jednej odmiany — Bingo. W probach z ZDOO
Jelenia Gora i ZDOO Zabnica zainfekowane grzybem F. langsethiae byty po cztery odmiany
uprawne.

W wyniku przeprowadzonej izolacji grzybow na pozywce PDA, z ziarna owsa
o réznym genotypie, sposrod 40 prob ziarna, z 1 proby uzyskano izolat F. langsethiae.
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Znacznie wiecej uzyskano innych gatunkow grzybow, ktore nie byty glownym przedmiotem
badan, jednak ich wystgpowanie moglo znaczaco wplywa¢ na liczb¢ uzyskanych izolatéw
F. langsethiae. Z tego wzgledu zostaly one rowniez uwzglednione w analizie. Ziarno owsa
najczesciej bylo zasiedlone przez grzyby saprotroficzne, zwlaszcza Alternaria alternata,
rzadziej Epicoccum nigrum, Gonatobotrys simplex i Acromoniella fusce (rys. 20). W prébach
tych stwierdzono rowniez roézne gatunki grzybow rodzaju Fusarium, sposrdéd ktorych
dominowal F.poae. Znacznie rzadziej izolowano takie tatunki tego rodzaju jak:
F.avenaceum, F.tricinctum, F.graminearum, F.sporotrichoides, F. culmorum,
F. crookwellense, F. oxysporum oraz F. langsethiae (rys. 21).
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Rys. 20. Dominujace gatunki grzybow izolowane z ziarna réznych genotypéw owsa

F. langsethiae

F. crookwellense

F. sporotrichoides

F. tricinctum

F. poae

Rys. 21. Gatunki Fusarium izolowane z ziarna r6znych genotypéw owsa

Whnioski

A. Czulo$¢ analizy Real-Time PCR na obecnos¢ F. langsethiae w ziarnie owsa okazata
si¢ przydatna w okreslaniu podatno$ci owsa na porazenie przez tego patogena.

B. Analizy Real-Time PCR potwierdzily istotne zréznicowanie w zasiedleniu przez
F. langsethiae ziarna rodéw hodowlanych i odmian owsa. Najwigksze stezenie DNA
tego patogena odnotowano w ziarnie rodu POB 5716/16 i STH 10413.

C. Znacznie wigksze stgzenie DNA F. langsethiae stwierdzono w ziarnie owsa
zwyczajnego o ziarnie oplewionym.

D. Do tej pory nie stwierdzono istnienia genotypow owsa odpornych na poraZenie
przez F. langsethiae.
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